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Particules. en particulier micro- ou nanoparticules de proteines vegetales 
reticu!6es, leur precede dc preparation et compositions cosmetiques. 
pharmaceutiques ou alimentaires en contenant. 

5 La presente invention concerne essentiellement des particules, en 

particulier micro- ou nanoparticules de proteines vegetales reticulees, leur precede 
de preparation et compositions cosmetiques, pharmaceutiques ou alimentaires en 
contenant. 

10 ARRIERE-PLAN TECHNOLOGIOUE 

II est bien connu que l'encapsuiation de substances actives offre des 
avantages importants tels que par exemple la protection de la substance ou sa 
liberation iente ou differee au site d ! utilisation. 

Pour des applications dans les domaines cosmetiques, 

15 pharmaceutiques ou alimentaires, les materiaux les plus recherches comme 
constituants de la paroi sont des substances naturelles, en particulier les proteines 
ou les polysaccharides, en raison de leur biocompatibilite. 

Certains precedes de microencapsulation utilisant les proteines ou les 
polysaccharides decoulent de la methode de polycondensation interfaciale decrite 

20 par Chang (Chang T.M.S., Science, 1964, 146, 524-525). Seion cette methode 
bien connue, on emulsionne une solution aqueuse d f une diamine dans une phase 
hydrophobe, puis on ajoute une solution d ! un chlorure de diacide a Temulsion. Les 
groupements amines forment des liaisons amide avec le dichlorure d f acide a 
l'interface, ce qui donne line membrane individualisant des microcapsules. On sait 

25 que la reaction de polycondensation est favorisee par l'alcalinisation de la phase 
aqueuse car la reaction libere de 1'acide chlorhydrique, lequel en Tabsence d ! agent 
alcalin, protone une partie des groupements amines les rendant ainsi non 
acylables. 

II en est de meme lorsque la diamine est remplacee par une proteine, pour former 
30 des microcapsules de proteine reticulee. Dans les precedes decrits dans la 
litterature anterieure, la solution aqueuse initiale de proteine est alcalinisee de 
maniere a ce que tous les groupements amines libres de la proteine soient sous 
forme non protonee, acylable. Ainsi par exemple, le document LEVY US- 
4,780,321 concerne la preparation de microcapsules a parois mixtes formees de 
35 polysaccharides et proteines reticulees. La solution aqueuse initiale de 
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polysaccharide et proteine est alcaline, et de preference d f un pH > 10. De meme 
dans le document HUC 5,395,620, qui conceme des microcapsules a paroi 
d'atelocollagene et glycosaminoglycannes reticules, le pH de la solution aqueuse 
initiate est de preference basique, tous les exemples de ce brevet utilisant un 
5 tampon carbonate de pH 9,8. 

Dans le document Mars FR-A-2-444 497, on utilise une solution 
aqueuse de proteine sans addition de substances alcalines ou tampons. Cependant, 
la phase aqueuse contient une forte concentration en proteine, au moins egale a 
20% (p/p), de telle maniere qu ! une partie serve a neutraliser l'HCl forme (role de 
1 0 tampon), tandis que la fraction non protonee est utilisable pour la formation de la 
membrane. 

Le glutaraldehyde peut etre egalement utilise pour la fabrication de 
particules a partir de proteines. La reticulation est en general effectuee en milieu 
neutre ou alcalin. Ainsi par exemple la serumalbumine peut etre reticulee en 

15 solution a 20 % dans un tampon phosphate de pH 7,5 (Sheu M.T. et al., 
J. Parenter. Sci. Technol., 1986, 40, 253-258) avec 1 % de glutaraldehyde. 
Cependant le mecanisme de la reaction du glutaraldehyde avec les proteines est 
complexe et reste mal elucide. On sait que la reaction fait intervenir non 
seulement le glutaraldehyde libre mais aussi des formes polymeres provenant de la 

20 condensation du glutaraldehyde sur lui-meme, ces derives pouvant exister sous 
forme lineaire ou cyclique. La composition des solutions de glutaraldehyde en ces 
differentes formes reactives est variable et depend de divers facteurs, si bien que la 
nature des liaisons formees et le degr6 de reticulation ne sont pas completement 
controles, ce qui est un obstacle au developpement industriel (Saleh A.M. et al., 

25 Int. J. Pharm., 1989, 57, 205-210). Par ailleurs, cet agent r&iculant tres reactif peut 
interferer avec divers principes actifs et diminuer ainsi leur biodisponibilite 
(Gupta P.K et Hung C.T., J. Microencapsulation, 1989, 6, 427-462). Enfin, des 
groupements aldehyde libres peuvent etre presents sur les particules (Magee G.A. 
et al., J. Controlled Release, 1995, 37, 11-19). La presence de tels groupements 

30 reactifs sur des particules destinees a l'utilisation humaine n'est pas souhaitable. 
Par exemple, des effets toxiques de particules vides ont ete observes sur des 
macrophages (Suunders J . et al., Int. J. Pharm., 1991, 68, 265-270). 

Les proteines citees dans les documents de la litterature anterieure sont 
des proteines animates, aucun ne mentionnant l'utilisation de proteines vegetales. 
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Si Ton applique a des preparations de proteines vegetales disponibles 
dans le commerce, les conditions decrites dans les documents anterieurs ou la 
phase aqueuse utiiisee pour dissoudre lesdites proteines vegetales est un tampon 
au carbonate de sodium de pH = 9,8, il n ! est pas possible d f obtenir des 
5 microcapsules stables. Les microcapsules sont obtenues en tres faible quantite. 
Elles ont une membrane fragile : une partie d f entre elles apparait souvent ouverte a 
Texamen microscopique. Elles forment de nombreux agregats et se deteriorent tres 
rapidement en quelques jours a 45°C, a l'etat de suspension aqueuse. II en est de 
meme iorsqu'on utilise pour dissoudre les proteines vegetales des tampons 
1 0 phosphate de pH compris entre 7 et 8, ou simplement de l'eau distillee. 

De meme, on n'obtient pas de microcapsules stables si Ton utilise 
directement des preparations liquides contenant des proteines vegetales telles que 
des laits de soja du commerce sans les tamponner, ou si on les tamponne par ajout 
de carbonate de sodium ou de phosphate de sodium. 

15 

RESUME DE L'INVENTION 

De maniere parfaitement inattendue, il a ete decouvert que si Ton 
utilise, pour preparer les particules, des solutions de proteines vegetales de pH 
proches de la neutralite ou meme legerement acides, c'est-a-dire dans un domaine 

20 de pH allant d'environ 4,5 a environ 8, et contenant au moins un sel d'acide 
carboxylique, en particulier un sel alcalin ou alcalino-terreux, de preference un sel 
alcalin, on peut alors preparer des particules, en particulier des micro-ou nano- 
particules stables de proteines vegetales reticulees. De telles solutions de proteines 
vegetales peuvent etre obtenues, ou bien en utiiisant des solutions tampons 

25 contenant lesdits sels, pour extraire les proteines contenues dans des preparations 
de proteines vegetales pulverulentes, ou bien en ajoutant lesdits sels a des 
preparations liquides contenant des proteines vegetales telles que des laits de soja 
du commerce. 

Ce resultat est d'autant plus inattendu que les pH de ces solutions sont 
30 peu eleves et que les concentrations en proteines dissoutes dans la phase aqueuse 
sont faibles, toujours inferieures a environ 5 % en poids. 

BUTS DE L'INVENTION 

Ainsi, la presente invention a principalement pour objet de resoudre le 
35 nouveau probleme technique consistant en la fourniture d'une solution permettant 
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de preparer des particules, en particulier des micro- ou nanoparticules, des micro- 
ou nanocapsules, des micro- ou nanospheres, stables a partir de proteines 
vegetales. 

La presente invention a encore pour but principal de resoudre le 
5 nouveau probleme technique consistant en la fourniture d'une solution permettant 
de preparer des particules, en particulier des micro- ou nanoparticules, des micro- 
ou nanocapsules, des micro- ou nanospheres, stables a partir de proteines 
vegetales, tout en permettant eventuellement Tencapsulation d'une ou plusieurs 
substances actives a l'etat de solution, de suspension ou d'emulsion. 

10 La presente invention a encore pom* but de resoudre les nouveaux 

problemes techniques enonces ci-dessus avec Tutilisation de procedes de 
fabrication simples, utilisables a Techelle industrielle, en particulier dans 
Tindustrie cosmetique, pharmaceutique, alimentaire. De preference, cette solution 
doit permettre de preparer des particules ayant une taille de particule reglable a 

15 volonte, en particulier dans une plage de dimensions allant du nanometre a 
quelques millimetres, en particulier d'environ 10 nanometres a environ 3 mm. 

DESCRIPTION SUCCINTE DE L'INVENTION 

Dans le cadre de I'invention, on entend par particule, une particule de 

20 forme essentiellement spherique, qui peut avoir ou bien une structure vesiculate, 
ou bien une structure homogene. Les particules comprennent done toute sphere ou 
capsule. Pour les particules de structure vesiculate, comportant un revetement 
externe distinct formant une membrane autour du contenu, on parte generalement 
de capsules, et, en particulier de micro-ou de nano-capsules dans le cas d'une 

25 dimension de Pordre du micrometre ou du nanometre respectivement. Pour les 
particules de structure homogene, monolithique, on parte habituellement de 
spheres, et, en particulier de micro- ou de nano-spheres dans le cas d'une 
dimension de l'ordre du micrometre ou du nanometre respectivement. L'ensemble 
de ces particules fait partie integrante de la presente invention. 

30 De preference egalement, cette solution doit permettre de preparer des 

particules biocompatibles et biodegradables. 

Ainsi, selon la presente invention, il a ete decouvert de maniere 
parfaitement inattendue que Ton pouvait obtenir des particules stables en 
declenchant une reaction de reticulation interfaciale entre des proteines vegetales 

35 et un agent reticulant acylant polyfonctionnel en particulier un halogenure de 
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diacide de preference un chlorure de diacide, a Tinterface des phases d'une 
emulsion, en particulier de type "eau-dans-huile" ou "huile-dans-eau". 

Dans le cas d'une emulsion de type "eau-dans-l'huile", selon un 
premier mode de realisation de l'invention, on emulsionne tout d'abord une phase 

5 aqueuse contenant les proteines vegetales et au moins un sel d'acide carboxylique, 
dans une phase hydrophobe, puis on ajoute la solution d f agent reticulant a 
l'emulsion. On constate alors qu'il se forme a Tinterface des gouttelettes aqueuses 
des membranes constitutes de molecules reticulees de la proteine vegetale. 

Les particules sont suffisamment stables pour resister a une incubation 

0 prolongee a l'etuve a 45°C a l'etat de suspension aqueuse sans destruction de leur 
structure. 

Les particules sont rapidement lysees en presence d ! une protease, ce 
qui demontre leur biodegradabiiite. 

Selon les conditions choisies pour l'emulsification, la taille des 
5 particules peut varier de moins de 1 micron, c f est-a-dire etre de taille 
nanometrique, par exemple en utilisant un homogeneiseur haute pression, a 
plusieurs centaines de micrometres ou meme un ou plusieurs millimetres. 

II a ete egalement decouvert que Ton peut obtenir des particules, en 
particulier des capsules, de proteines vegetales reticulees de grande taille, dont la 
0 taille moyenne depasse 500 Jim, une fraction de ces particules pouvant avoir un 
diametre depassant le millimetre. II faut pour cela disperser la phase aqueuse 
contenant les proteines vegetales et au moins un sel d'acide carboxylique, au sein 
d'une phase hydrophobe en utilisant des conditions d'agitation douce, 
eventuellement sans tensioactif, de maniere a obtenir des gouttelettes dispersees 
5 de taille convenable. On procede ensuite a l'ajout de Tagent reticulant de maniere a 
former la membrane de proteines reticulees. 

II a ete egalement decouvert que Ton peut augmenter le diametre 
moyen des particules et la proportion de particules de taille superieure au mm en 
incorporant a la phase aqueuse, ou a la phase hydrophobe, ou a Tune et l'autre 
0 phase, avant de proceder a l'emulsification, une petite quantite d'une substance 
insoluble et lipophile telle que par exemple de l'oxyde de titane, ou de l'oxyde de 
zinc, ou du talc, ou du stearate de calcium, ou encore un colorant insoluble sous 
forme de pigment ou de laque. 

II a ete egalement decouvert que Ton pouvait obtenir des particules en 
5 declenchant la reaction de reticulation au sein d'une emulsion de type "huile-dans- 
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eaiT. Dans ce cas, on emulsionne une phase hydrophobe contenant un agent 
reticulant polyfonctionnel a au moins deux groupes acylants, de preference un 
halogenure de diacide, en particulier un chlorure de diacide, au sein d'une phase 
aqueuse contenant des proteines vegetales et au moins un sel d'acide carboxylique, 
5 et utilisee comme phase dispersante. On laisse la reaction se developper a 
Tinterface et on maintient l'agitation pendant un temps convenable. On constate 
qu'il se forme une membrane autour des gouttelettes hydrophobes dispersees, 
donnant ainsi des particules a contenu hydrophobe, ici constituant en des capsules. 

C'est ainsi qu'a partir de diverses preparations pulverulentes de 
0 proteines vegetales disponibles dans le commerce teiles que des farines, des 
concentrats ou des isolats, on peut obtenir des solutions convenables en utilisant 
des tampons renfermant par exemple de Tacetate de sodium, ou du succinate de 
sodium, ou du citrate de sodium. Pour preparer les solutions de proteines 
vegetales, on disperse un echantillon de la farine, ou du concentrat ou de Tisolat, 
5 dans la solution tampon, et on met en place une agitation, en s'aidant 
eventuellement d ! un chauffage a temperature moderee, par exemple comprise 
entre 30 et 50°C. Apres un temps convenable, generalement compris entre 5 min 
et 30 min, on elimine la fraction insoluble, par exemple par centriftigation. Le 
surnageant contenant les proteines vegetales en solution dans le tampon, est alors 
utilise comme phase aqueuse, pour preparer des particules par reticulation 
interfaciale au moyen d'agents reticulants, en particulier des halogenures de 
diacides. 

De meme, l'addition d'au moins un sel alcalin d'un acide carboxylique 
tel que Tacetate de sodium ou le citrate de sodium a des preparations liquides de 
proteines vegetales telles que les laits de soja, donne une phase aqueuse 
permettant d'obtenir des particules stables a partir de ces laits. 

II a ete egalement decouvert que Ton pouvait obtenir des particules de 
proteines vegetales reticulees de tres petite taille, inferieure au micrometre, de 
taille intermediate, micrometrique, ou de grande taille, c'est-a-dire ayant un 
diametre proche du millimetre ou meme depassant le millimetre et presentant une 
stabilite et une resistance mecanique elevees. Le diametre moyen de ces particules, 
ici des microcapsules ou des capsules, peut depasser 500 jim et meme atteindre 
800 a 900 fim, une ftaction des particules ayant alors un diametre depassant le 
millimetre. 
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De telles particules de grande taille peuvent etre obtenues par exemple 
en emulsionnant une phase aqueuse contenant les proteines vegetales et au moins 
un sel alcalin d'un acide carboxylique, au sein d'une phase hydrophobe, dans des 
conditions compatibles avec i'obtention de gouttelettes dispersees de taille 
5 convenable, notamment en utilisant des conditions d'agitation douces, et 
eventuellement en supprimant l'addition d'un tensioactif. On obtient alors, de 
maniere surprenante, des vesicules visibles a 1'oeil nu, dont la membrane est 
elastique et resiste a la pression, et qui restent stables pendant des temps prolonges 
a la temperature de 45°C a l'etat de suspension aqueuse. 

10 De plus, il a ete decouvert que, dans des conditions donnees, y 

compris dans les conditions ci-dessus donnant des particules, microcapsules ou 
capsules, de diametre moyen depassant 500 urn, Ton peut augmenter le diametre 
moyen des particules et la proportion des particules de diametre superieur a 1 mm, 
en incorporant a la phase aqueuse, ou a la phase hydrophobe, ou a Tune et l'autre 

15 phase, avant de proceder a Temulsification, une petite quantite d'une substance 
insoluble et lipophile telle que par exemple de I'oxyde de titane, ou de I'oxyde de 
zinc, ou du stearate de calcium, ou encore un colorant insoluble sous forme de 
pigment ou de laque. Lors du stade d'emulsification, la substance insoluble 
lipophile se place a Tinterface huile/eau et stabilise ainsi les grosses gouttelettes, 

20 ce qui permet une reticulation interfaciale autour de ces grosses gouttelettes, lors 
de l'addition ulterieure de Tagent reticulant. Une membrane est ainsi formee 
donnant des particules de taille augmentee, ici en particulier des capsules et 
notamment des microcapsules ou des capsules ayant une dimension de l'ordre du 
millimetre pouvant meme atteindre 2 mm ou 3 mm. 

25 Les particules obtenues sont parfaitement visibles a l'oeil nu et, selon 

la nature de la substance insoluble lipophile utilisee, se presentent comme des 
vesicules de couleur blanche ou bien de la couleur de la substance coloree. 

L'acces a des particules stables et solides d'une grande taille et 
eventuellement colorees represente un progres technique important. Par exemple, 

30 le fait que les particules soient parfaitement visibles permet une verification aisee 
de 1'homogeneite des melanges renfermant ces particules lorsqu'on les utilise a 
Tetat de dispersion dans divers milieux. Les controles de stabilite des preparations 
qui les renferment sont egalement facilites. 
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DESCRIPTION DETAILLEE DE L'INVENTION 

Selon un premier aspect, la presente invention couvre des particules 
caracterisees en ce qu'elles comprennent au moins en surface une paroi formee de 
proteines vegetales reticulees, en particulier au moyen d'une reticulation 
5 interfaciale entre les proteines vegetales et un agent reticulant polyfonctionnel 
acylant, comprenant au moins deux groupes acylants, realisant des liaisons 
covalentes entre les fonctions acylables des proteines et les groupements acyles de 
l'agent reticulant polyfonctionnel acylant. 

Les fonctions acylables des proteines sont notamment les fonctions 
10 amine, les groupements hydroxyle, thiol, carboxylate. 

Dans le cadre de Tinvention, toute proteine vegetale peut etre utilisee 
sans limitation. De meme, tout agent reticulant polyfonctionnel a au moins deux 
fonctions acylantes peut etre utilise sans limitation. 

Selon un mode de realisation avantageux de l'invention, les proteines 
1 5 vegetales precitees sont extraites notamment de legumineuses, en particulier des 
plantes suivantes : lupin (genre Lupinus), soja (genre Glycine), pois (genre 
Pisum), pois chiche (Cicer), la luzerne (Medicago), feverole (Vicia ), lentille 
(Lens), haricot (Phaseolus), du colza (Brassica), ou du tournesol (Helianthus), ou 
encore de cereales comme le ble, le mais, Torge, le malt, Tavoine. 
20 Selon un autre mode de realisation avantageux de Tinvention, les 

proteines vegetales precitees sont utilisees sous forme de preparations 
pulverulentes telles que des farines, des concentrats, des isolats, ou de 
preparations liquides telles que des laits de soja. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de Tinvention, la 
25 solution aqueuse utilisee pour dissoudre les proteines vegetales contenues dans les 
preparations pulverulentes est une solution aqueuse tampon de pH compris entre 
environ 4,5 et environ 8. 

Cette solution de pH compris entre environ 4,5 et environ 8 est de 
preference obtenue avec un sel d ! un acide carboxylique, en particulier un sel 
30 aicalin ou alcalino-terreux d'un acide carboxylique. De preference, on utilise un 
sel aicalin d ! un acide carboxylique, en particulier un sel de sodium ou de 
potassium, de preference de sodium, a une concentration en poids comprise entre 
0,1% et 20%. 

Uacide carboxylique precite peut comporter un seul groupement 
35 carboxylique ou plusieurs de ces groupements. Les acides carboxyliques 
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utilisables sont notamment les acide acetique, oxalique, malonique, succinique, 
glutarique, dimethylglutarique, adipique, fumarique, maleique, tartrique, malique, 
citrique, lactique, salicylique. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de l'invention, la 
5 concentration de proteine vegetale dans la phase aqueuse est comprise entre 0,5 et 
5 % en poids. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de l'invention, la 
quantite de sel d'acide carboxylique a ajouter aux preparations liquides de 
proteines vegetales telles que le lait de soja est comprise entre 0,1 % et 20%, 

1 0 mieux entre 5 et 15 %, mieux d'environ 10 % en poids. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de l'invention, la 
substance insoluble lipophile a incorporer a la phase aqueuse ou a la phase 
hydrophobe, ou a Tune et l'autre phase, pour augmenter la taille des particules, est 
choisie de preference parmi le groupe des sels insolubles decides gras et de 

1 5 metaux bivalents, comme le stearate de calcium ou de magnesium, ou de talc, ou 
des oxydes metalliques tels que l'oxyde de titane, ou l'oxyde de zinc, ou des 
substances colorees insolubles sous forme de pigments tels que le DC Red 30, ou 
sous la forme de laques de calcium, d'aluminium, de baryum, ou de zirconium de 
divers colorants. Cette substance insoluble lipophile peut aussi etre presente dans 

20 la masse des particules et/ou adsorbee a la surface de ces particules. 

Comme exemples de sels insolubles decides gras utilisables, on citera 
les sels de calcium, magnesium, strontium, baryum d'acides carboxyliques a 
nombre de carbones egal ou superieur a 12, tels que les acides laurique, 
myristique, palmitique, stearique, oleique, linoleique. 

25 Comme exemples de laques utilisables, on citera : Tindigocarmine 

aluminium lake (de couleur bleue), le Ponceau 4 R aluminium lake (rouge), le 
Sunset yellow FCF aluminium lake (orange). 

Selon un autre mode de realisation avantageux de l'invention, la 
quantite de ladite substance insoluble lipophile a incorporer a la phase aqueuse ou 

30 a la phase hydrophobe, ou a Tune et l'autre phase, pour augmenter la taille des 
particules, est comprise entre 0,01 % et 2 % en poids de la phase concernee. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de ['invention, l'agent 
reticulant polyfonctionnel acylant precite est de preference constitue par un 
dihalogenure d'acide ou un dianhydride d'acide. Comme dihalogenure d'acide 

35 celui-ci peut etre choisi parmi le groupe consistant de dihalogenure de phtaloyle, 



WO 99/03450 



PCT/FR98/01502 



10 



de terephtaloyle, de sebacoyle, de glutaryle, d'adipoyle ou de succinyle. On prefere 
utiliser un dichlorure de ces acides. 

Selon un second aspect, la presente invention couvre aussi l'utilisation 
de ces particules pour la fabrication d'une composition cosmetique, 

■ 

5 pharmaceutique et notamment dermatologique, ou alimentaire. 

Selon un troisieme aspect, la presente invention couvre encore une 
composition cosmetique, pharmaceutique, notamment dermatologique, ou 
alimentaire contenant de telles particules. 

Dans ces compositions, la proportion ^incorporation des particules de 
10 l'invention pourra varier dans de larges limites et sera, de preference, comprise 
entre 0,01 et 10 % en poids par rapport au poids total de la composition finale. 

Selon un quatrieme aspect, la presente invention couvre encore un 
procede de fabrication de particules precitees a paroi formee de proteines 
vegetales reticulees, caracterise en ce qu'il comprend : 
15 a) la formation d'une solution aqueuse de pH compris entre environ 

4,5 et environ 8 contenant en solution au moins une proteine vegetale, et au moins 
un sel decide carboxylique ; 

b) la formation d'une phase huileuse ; 

c) la formation d'une emulsion par melange sous agitation de la phase 
20 aqueuse et de la phase huileuse ci-dessus ; 

d) la reticulation interfaciale de ladite proteine vegetale a l'aide d'un 
agent reticulant polyfonctionnel acylant a au moins deux groupes acylants pendant 
une periode de temps suffisante pour obtenir des particules comprenant au moins 
en surface des parois formees de proteines vegetales reticulees par ledit agent 

25 reticulant ; et 

e) si desire, la separation des particules ainsi preparees. 

Selon un autre mode de realisation avantageux du procede de 
l'invention, la solution aqueuse precitee est preparee a partir de preparations 
pulverulentes de proteines vegetales, en utilisant un tampon de pH compris entre 
30 environ 4,5 et environ 8 contenant un sel d'acide carboxylique a une concentration 
en poids generalement comprise entre 0,1 et 20 %. Les sels d'acides carboxyliques 
utilises pour fabriquer la solution aqueuse tampon ont ete decrits precedemment. 

Comme tampon actuellement prefere, on pourra utiliser un tampon 
obtenu a l'aide d'un acide carboxylique, de preference biocompatible, par exemple 
35 choisi parmi le groupe consistant d'un acetate, d'un succinate, d'un citrate. 
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Selon un mode de realisation avantageux de l'invention, la solution 
aqueuse precitee est obtenue a partir d'une preparation liquide de proteines 
vegetales par ajout d'un sel decide carboxylique a une concentration en poids 
comprise entre 0,1% et 20%. 
5 Selon un mode de realisation avantageux de l'invention, 1'agent 

reticulant polyfonctionnel precite est choisi parmi un dihaiogenure d ! acide ou un 
dianhydride d f acide. Comme indique precedemment, le dihaiogenure est de 
preference un dichlorure et on utilisera de preference un acide parmi la liste 
precedemment indiquee. 

1 0 Selon un mode de realisation avantageux de l'invention, le rapport du 

poids d'agent reticulant au poids de proteine utilise est compris entre 0,03 et 70 
parties en poids d'agent reticulant pour une partie en poids de proteine. La 
reaction de reticulation interfaciale est avantageusement realisee a une temperature 
comprise entre 4 et 80°C, de preference entre 15 et 30°C, et a pression 

1 5 atmospherique . 

Selon un mode de realisation avantageux du procede de l'invention, on 
utilisera pour former la phase huileuse, de preference soit un solvant organique qui 
peut etre facilement elimine tel que le cyclohexane ou un melange 
chloroforme/cyclohexane en particulier a un rapport 1 :4 v/v, soit de preference 

20 une huile biocompatible, en particulier une huile vegetale ou minerale, ou un ester, 
ou un melange d'esters d'acide gras, en particulier une huile de coco, le cocoate 
d'ethyle-2-hexyle. 

Selon un mode de realisation particulier de l'invention, on realisera un 
procede en emulsion de type eau-dans-huile. 

25 Selon un autre mode de realisation, on realisera un procede en 

emulsion de type huile-dans-eau. 

Dans le cadre de 1'un quelconque des precedes de l'invention, on 
pourra utiliser avantageusement un agent tensioactif pour faciliter ou stabiliser 
Temulsion, choisi parmi un agent tensioactif bien connu a lliomme de Tart. On 

30 utilisera, dans le cadre de l'invention, de preference un tensioactif de type ester de 
sorbitol tel que le sorbitan trioleate commercialise sous le nom commercial de 
Span 85® de la societe ICI. 

D'autre part, dans le cadre de l'invention, on pourra utiliser un additif 
insoluble tel qu'un pigment pour obtenir de grandes particules, en particulier des 

35 capsules c'est-a-dire ayant une taille au moins egale a environ 1 mm ou meme 2 ou 
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3 mm. A titre d'additif particulierement interessant dans le cadre de l'invention, on 
peut citer, sans limitation, des oxydes metalliques tels que l'oxyde de titane, de 
l'oxyde de zinc, du talc, des substances colorees insolubles sous forme de 
pigments ou de laques. 
5 Dans le cadre de l'invention, on peut ainsi obtenir des particules ayant 

une dimension reglable a volonte depuis les plus petites tailles jusqu'aux grandes 
tailles, c'est-a-dire de taille nanometrique jusqu'a de grandes tailles superieures a 

1 mm, c'est-a-dire pouvant aller jusqu'a environ 2 mm ou meme 3 mm. 
L'invention inclut aussi dans la definition des "particules", des capsules ou des 

1 0 spheres, done notamment des nanocapsules ou nanospheres et des microcapsules 

ou des microspheres. 

Egalement, les particules obtenues dans le cadre de l'invention, en 

particulier les microcapsules, nanocapsules ou capsules, peuvent etre 

indifferemment a contenu aqueux ou huileux, et presentent un aspect satisfaisant. 
15 Elles sont solides, faciles a disperser dans divers milieux hydrophiles ou 

lipophiles. Les particules selon Tinvention sont stables a 45°C, a 1'etat de 

suspension aqueuse, qu'elles soient a contenu aqueux ou a contenu huileux. 

On peut egalement incorporer dans le cas des precedes de l'invention 

diverses substances en suspension, par exemple des pigments, ou en solution, 
20 comme par exemple un sucre tel que le glucose, ou en emulsion, par exemple telle 

qu ! une huile, en particulier une huile de paraffine. 

Les particules selon l'invention sont egalement biodegradables car 

elles peuvent etre lysees rapidement par une enzyme telle que la trypsine ou autre 

enzyme bien connue a l'homme de Tart. 
25 Pour la fabrication de nanoparticules, nanospheres ou nanocapsules, 

on pourra utiliser le precede decrit dans la demande anterieure du deposant FR-A- 

2 683 159 = WO 93/08908. 

On comprend que l'invention permet de realiser des particules, en 
particulier des spheres ou des capsules, telles que nanospheres ou nanocapsules, 

30 microspheres ou microcapsules, qui permettent d'encapsuler des substances, en 
particulier des principes actifs, dont les principes actifs lipophiles tels que huile 
vegetale, minerale, ou synthetique, des derives de vitamine A et de vitamine E, 
etc., ainsi que des principes actifs hydrophiles tels que des extraits vegetaux, 
I'acide ascorbique ou vitamine C, PMG, glucose, des pigments organiques et 

35 pigments mineraux. 
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La stabilite de ces particules sous differentes conditions a pu etre 
observee a des temperatures allant de 4°C a 90°C, pour des pH allant de 3 a 1 1 . 
Ainsi une stabilite de duree superieure a 6 mois a 45°C, a pu etre observee, que ce 
soit en milieu sec ou hydrate. 
5 La biodegrabilite des particules a ete demontree a Taide de differentes 

enzymes, ces enzymes pouvant etre la trypsine, la chymotrypsine ou une autre 
protease. 

Ces particules sont egalement parfaitement biocompatibles et ne 
procurent aucune irritation cutanee, oculaire, aucune toxicite orale. 

1 0 Les particules selon invention peuvent etre utilisees, quelle que soit 

leur taille, dans des compositions cosmetiques pour realiser des formulations de 
type emulsion eau-dans-huile ou huile-dans-eau, ou des gels hydrophiles, des gels 
hydrophobes, des shampooings et des gels douche. 

Ainsi, comme il a ete dit precedemment, ces particules ou capsules 

15 peuvent etre utilisees pour preparer des compositions cosmetiques, 
pharmaceutiques, notamment dermatologiques, ou alimentaires en les combinant a 
divers ingredients actifs ou excipients bien connus de Thomme de Tart. 

D'autres buts, caracteristiques et avantages de Tinvention apparaitront 
clairement a l'aide des exemples suivants donnes simplement a titre d'illustration 

20 et qui ne sauraient done en aucune fa9on limiter la portee de 1'invention. Les 
exemples font partie integrante de 1'invention. Ainsi, toute caracteristique qui 
apparait etre nouvelle par rapport a un etat de la technique quelconque fait partie 
integrante de Tinvention dans sa fonction et sa caracteristique generate. Dans les 
exemples, les pourcentages sont donnes en poids, sauf indication contraire. En 

25 outre, la temperature est la temperature ambiante ou bien est exprimee en degre 
celsius, sauf indication contraire. La pression est la pression atmospherique, sauf 
indication contraire. 

Exemple 1 de Tinvention : Preparation de microcapsules a paroi formee de 
30 proteines de lupin reticulees 

a) Preparation de la phase aqueuse : 

On disperse 0,75 g de farine de lupin (Farine ultra-fine de lupin blanc 
doux (CANA) a 45% de proteines) dans 15 ml de tampon acetate pH 7,4. On agite 
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sous agitation magnetique pendant 10 min, puis on centrifuge et on separe le 
sumageant. 

b) Emulsification 

5 On disperse 6 ml du sumageant dans 30 ml de cyclohexane a 2% de 

sorbitan trioleate (Span 85®) par agitation de 5 min a 2000 rpm. 

c) Reticulation 

On ajoute 40 ml d'une solution de chlorure de terephtaloyle a 5% (p/v) 
10 dans un melange de chloroforme : cyclohexane (1:4 v/v). Apres agitation de 
30 min, les microcapsules sont separees par centrifugation puis lavees par remise 
en suspension dans du cyclohexane, puis dans 1'alco.ol additionne de 2% de 
polysorbate, dans Talcool a 95%, puis dans l'eau. 

On obtient un sediment blanc. L'examen microscopique montre de 
15 belles microcapsules spheriques, transparentes, tres legerement piquetees, a 
membrane nette et reguliere, solides, de taille comprise entre 20 et 50 jim. 

Les microcapsules sont intactes apres 5 mois de conservation a Tetuve 
a 45°C a Tetat de suspension aqueuse. 

20 Exemple 2 de Tinvention : Microcapsules a paroi formee de proteines de lupin 
reticulees 

Le protocole de Texemple 1 est reproduit en remplapant le tampon 
acetate de pH 7,4 par un tampon acetate de pH 6,8. On obtient egalement un 
sediment blanc forme de belles microcapsules spheriques, solides, de taille 
25 comprise entre 20 et 60 nm. Les microcapsules sont intactes apres 16 semaines de 
conservation a Tetuve a 45°C a Tetat de suspension aqueuse. 

Exemple 3 de Tinvention : Microcapsules a paroi formee de proteines de lupin 
reticulees 

30 Le protocole de Texemple 1 est reproduit en rempla^ant le tampon 

acetate de pH 7,4 par un tampon acetate de pH 5,9. On obtient egalement un 
sediment blanc forme de belles microcapsules spheriques, solides, de taille 
comprise entre 20 et 60jim. Les microcapsules sont intactes apres 16 semaines de 
conservation a Tetuve a 45°C a l'etat de suspension aqueuse. 

35 
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Exemple 4 de 1'invention : Microcapsules a paroi formee de proteines de lupin 
reticulees 

Le protocole de l'exemple 1 est reproduit en rempla^ant le tampon 
acetate de pH 7,4 par un tampon succinate pH 6. On obtient de belles 
5 microcapsules spheriques, solides, de taille comprise entre 10 et 50 jim. Les 
microcapsules sont intactes apres 16 semaines de conservation a l'etuve a 45°C a 
l'etat de suspension aqueuse. 

Exemple 5 de 1'invention : Microcapsules a paroi formee de proteines de lupin 
1 0 reticulees 

Le protocole de l'exemple 1 est reproduit en rempla9ant le tampon 
acetate de pH 7,4 par un tampon citrate pH 6. On obtient de belles microcapsules 
spheriques, solides, de taille comprise entre 20 et 60 pm. Les microcapsules sont 
intactes apres 15 semaines de conservation a l'etuve a 45 °C a l'etat de suspension 
1 5 aqueuse. 

Exemple 6 de 1'invention : Microcapsules a paroi formee de proteines de pois 
reticulees 

Le protocole de l'exemple 1 est reproduit en utilisant, au lieu de farine 
20 de lupin, un isolat de proteines de Pois (a 90% de proteines : Pisane HD®, 
COSUCRA). On obtient de belles microcapsules spheriques, solides, de taille 
comprise entre 20 et 70 ^m. Les microcapsules sont intactes apres 4 semaines de 
conservation a l'etuve a 45°C a l'etat de suspension aqueuse. 

25 Exemple 7 de 1'invention : Microcapsules a paroi formee de proteines de feverole 
reticulees 

Le protocole de l'exemple 1 est reproduit en utilisant, au lieu de farine 
de lupin, un concentrat de proteines de Feverole (a 50% de proteines : Concentrat 
50®, Gemef Industrie). On obtient de belles microcapsules spheriques, solides, de 
30 taille comprise entre 20 et 60 Jim. Les microcapsules sont intactes apres 4 mois de 
conservation a l'etuve a 45°C a l'etat de suspension aqueuse. 
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Exemple 8 de l'invention : Microcapsules a paroi formee de proteines de lupin 
reticulees 

a) Preparation de la phase aqueuse : 
5 On disperse 0,75 g de farine de lupin (Farine ultra-fine de lupin blanc 

doux (CANA) a 45% de proteines) dans 15 ml de tampon acetate pH 7,4, porte a 
la temperature de 35°C. On agite sous agitation magnetique pendant 15 min, puis 
on centrifuge et on separe le surnageant. 

10 b) Em ulsification 

On disperse 6 ml du surnageant dans 30 ml de cocoate d'ethyl 2 hexyle 
a 2% de sorbitan trioleate (Span 85®) par agitation de 5 min a 2000 rpm. 

c) Reticulation 

On procede pour la reticulation comme decrit a Texemple 1 . 
On obtient des microcapsules de taille comprise entre 20 et 60 nm, 
parfaitement spheriques. 

Elles resistent plus de 14 semaines a une temperature de 45°C, a 1'etat 
de suspension aqueuse. 

Essai de lyse dans la trypsine : 250 mg de microcapsules humides sont introduits 
dans un tube contenant 7,5 ml d'une solution a 0,4 % de trypsine (type II-S, from 
porcine pancreas, Sigma) dans un tampon de pH 7,5. Le tube est incube a 37°C et 
une agitation magnetique est installee. La lyse est suivie par examen 
microscopique jusqu'a disparition complete des microcapsules. 

Resultat : les microcapsules ont completement disparu apres 20 min. 

Exemple 9 de l'invention : Microcapsules a paroi formee de proteines de lupin 
30 reticulees contenant un principe actif hydrosoiuble. 
a) Preparation de la phase aqueuse : 

On disperse 0,75 g de farine de lupin (Farine ultra-fine de lupin blanc 
doux (CANA) a 45% de proteines) dans 15 ml de tampon succinate pH 6 porte a 
la temperature de 35°C. On installe une agitation magnetique de 15 min, puis on 
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centrifuge et on separe le surnageant. On dissout du glucose dans le surnageant a 
la concentration de 3%. 

On opere ensuite pour l'emulsification et la reticulation comme decrit 
a Fexemple 8. 

5 Les microcapsules sont separees par centrifugation puis lavees 

plusieurs fois avec le cocoate d'ethyl hexyle. On obtient des microcapsules 
parfaitement formees, de taille comprise entre 20 et 70 urn, contenant du glucose. 

Exemple 10 de Tinvention : Microcapsules a paroi formee de proteines de pois 
reticulees 

Le protocole decrit a Texemple 8 est reproduit en remplasant la farine 
de lupin par un isolat de proteines de Pois (a 90% de proteines : Pisane HD®, 
Cosucra), et en rempla?ant le tampon acetate pH 7,4 par un tampon succinate de 
pH 6. 

On obtient des microcapsules spheriques de taille comprise entre 10 et 
60 \xm, qui resistent plus de 8 semaines a une temperature de 45°C, a l'etat de 
suspension aqueuse. Ces microcapsules sont lysees dans la trypsine, dans les 
conditions decrites a Fexemple 8, en 8 min. 

Exemple 1 1 de l'invention : Microcapsules a paroi formee de proteines de feverole 
reticulees 

Le protocole decrit a Fexemple 8 est reproduit en remplagant la farine 
de lupin par un concentrat de proteines de Feverole (a 50% de proteines : 
Concentrat 50®, Gemef Industrie). On obtient des microcapsules spheriques de 
taille comprise entre 10 et 50 urn, qui resistent plus de 8 semaines a une 
temperature de 45 °C, a l'etat de suspension aqueuse. Les microcapsules sont 
lysees dans la trypsine, dans les conditions decrites a Fexemple 8, en 75 min. 

Exemple 12 de Finvention : Microcapsules de proteines de feverole reticulees, de 
30 grande taille 

Le protocole decrit a Fexemple 11 est reproduit en remplafant le 
tampon acetate par le tampon citrate pH 6, en supprimant Taddition de trioleate de 
sorbitane et en diminuant la vitesse d'agitation a 600 rpm. On obtient un 
volumineux sediment de capsules opaques, visibles a l'oeil nu, et sedimentant 
35 rapidement. 
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L'analyse de taille de 300 capsules, effectuee au microscope avec un 
oculaire muni d'une echelle micrometrique, donne une marge de taille comprise 
entre 217 et 1643 nm, avec un diametre moyen de 735 nm, et une proportion de 
18% de microcapsules de taille superieure au mm. 
5 On observe que la membrane des microcapsules est elastique et solide: 

si on exerce une pression sur la lamelle d'observation microscopique, le diametre 
des microcapsules augmente pendant que s'exerce la pression, pour reprendre sa 
valeur initiate lorsque la pression cesse. 

Les microcapsules sont intactes apres 7 semaines de conservation a 
1 0 Tetuve a 45°C a l'etat de suspension aqueuse. 

Exemple 13 de Tinvention : Microcapsules de proteines de feverole reticulees : 

augmentation de la taille par addition d'oxyde de titane a la phase hydrophobe. 

Le protocole decrit a l'exempie 12 est reproduit en dispersant 0,1% 
15 d'oxyde de titane dans la phase huileuse, avant Temulsification. On obtient des 

microcapsules a membrane solide et elastique, sedimentant rapidement. 

L'analyse de taille, effectuee comme a l'exempie 12 donne une marge 

de taille de 217 a 2170 nm, avec un diametre moyen de 899 \xm et une proportion 

de 43 % de microcapsules de taille superieure au mm. 
20 Cet exemple demontre que 1'addition d'oxyde de titane a la phase 

huileuse permet d'augmenter de maniere importante le diametre moyen des 

microcapsules et la proportion de microcapsules de taille superieure au mm. 

Exemple 14 de Tinvention : Microcapsules de proteines de lupin reticulees : 
25 augmentation de la taille par addition de colorant Red DC 30 a la phase aqueuse. 

Le protocole decrit a l'exempie 8 est reproduit, en remplapant le 
tampon acetate par le tampon succinate pH 6, en dispersant dans la phase aqueuse 
0,1% du pigment rouge Red DC 30, en supprimant le trioleate de sorbitane, et en 
diminuant la vitesse d'agitation a 600 rpm. On obtient un sediment forme de 
30 vesicules de couleur rouge, sph6riques. On observe que la membrane est elastique 
et solide : si on exerce une pression sur la lamelle d'observation microscopique, le 
diametre des microcapsules augmente pendant que s'exerce la pression, pour 
reprendre sa valeur initiate lorsque la pression cesse. 
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Les microcapsules sont intactes apres 3 mois de conservation a Tetuve 
a 45°C a 1'etat de suspension aqueuse. Ces microcapsules sont lysees par la 
trypsine en 12 min, dans les conditions decrites a l'exemple 8. 

L'analyse de taille, effectuee comme a l'exemple 1 2, donne une marge 
5 de taille de 186 a 1240 |im, un diametre moyen de 632 jam, et une proportion de 
6% de microcapsules de taille superieure au mm. 

Un essai comparatif effectue dans des conditions identiques mais en 
omettant l'addition du pigment rouge Red DC 30, donne des microcapsules de 
diametre tres nettement inferieur, avec une marge de taille de 150 a 800 jim, un 
1 0 diametre moyen de 322 |im, et aucune capsule de diametre superieur au mm . 

Exemple 15 de l'invention : Microcapsules de proteines de lupin reticulees de 
grande taille obtenues avec addition de laque d'indigocarmin a la phase aqueuse. 

Le protocole decrit a l'exemple 14 est reproduit en rempla?ant le 

1 5 pigment Red DC 30 par la laque : indigocarmine aluminium lake (Colorcon). On 
obtient des microcapsules colorees en bleu a membrane solide et elastique. Les 
microcapsules sont intactes apres 5 semaines de conservation a 1'etuve a 45°C a 
l'etat de suspension aqueuse. 

L'analyse de taille donne une marge de taille de 217 a 1023 urn, un 

20 diametre moyen de 536 ^m, et une proportion de 0,3 % de microcapsules de taille 
superieure au mm. 

Exemple N°16 : Microcapsules de proteines de lupin reticulees de grande taille, 
obtenues avec addition de stearate de calcium a la phase aqueuse 

25 Le protocole decrit a l'exemple 14 est reproduit en rempla9ant le 

pigment Red DC 30 par du stearate de calcium. On obtient des microcapsules 
blanches qui restent intactes apres 3 semaines de conservation a Tetuve a 45°C a 
l'etat de suspension aqueuse. 

L'analyse de taille donne une marge de taille de 279 a 1240 pm, un 

30 diametre moyen de 679 fim, et une proportion de 7 % de microcapsules de taille 
superieure au mm. 
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Exemple 17 de l'invention : Microcapsules de proteines de lupin reticuiees de 
grande taiile obtenues avec addition de talc a la phase aqueuse 

Le protocole decrit a l'exemple 14 est reproduit en remplapant le 
pigment Red DC 30 par du talc. On obtient des microcapsules blanches qui 
5 restent intactes apres 7 semaines de conservation a l'etuve a 45°C a l'etat de 
suspension aqueuse. 

L'analyse de taiile donne une marge de taiile de 217 a 1147 |iim, un 
diametre moyen de 666 jim, et une proportion de 5 % de microcapsules de taiile 
superieure au mm. 

10 

Exemple 18 de Tinvention : Microcapsules de proteines de lupin reticuiees de 
grande taiile obtenues avec addition d'oxyde de titane a la phase aqueuse. 

Le protocole decrit a l'exemple 14 est reproduit en rempla?ant le 
pigment Red DC 30 par de i'oxyde de titane. On obtient des microcapsules 
1 5 blanches. L'analyse de taiile, effectuee comme a l'exemple 12, donne une marge de 
taiile de 248 a 1271 jim, un diametre moyen de 620 |im, et une proportion de 2 % 
de microcapsules de taiile superieure au mm. 

Exemple 19 de 1'inventton : Microcapsules de proteines de lupin reticuiees de 
20 grande taiile obtenues avec addition d'oxyde de titane a la phase hydrophobe 

Le protocole decrit a l'exemple 18 est reproduit, en incorporant I'oxyde 
de titane, non pas a la phase aqueuse mais a la phase hydrophobe, et en l'utilisant a 
la concentration de 0,05%. On obtient des microcapsules blanches. L'analyse de 
taiile donne une marge de taiile de 155 a 1674 urn, un diametre moyen de 679 jim, 
25 et une proportion de 17 % de microcapsules de taiile superieure au mm. 

Exemple N°20 : Microcapsules de proteines de lupin reticuiees de grande taiile 
obtenues avec addition d'oxyde de titane a la phase hydrophobe 

Le protocole decrit a l'exemple 1 9 est reproduit, en utilisant I'oxyde de 
30 titane a la concentration de 0,1%. On obtient des microcapsules blanches. 
L'analyse de taiile donne une marge de taiile de 217 a 1860 nm, un diametre 
moyen de 852 jam, et une proportion de 37% de microcapsules de taiile superieure 
au mm. 
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Exemple 21 de Tinvention : Microcapsules de proteines de lupin reticulees de 
grande taille obtenues avec addition d'oxyde de titane a la phase aqueuse et a la 
phase hydrophobe 

Le protocole decrit a Texemple 20 est reproduit, en incorporant 1'oxyde 
5 de titane a la concentration de 0,05% a la phase aqueuse, et 0,05% a la phase 
hydrophobe. 

On obtient des microcapsules blanches. L'analyse de taille donne une 
marge de taille de 248 a 1798 Jim, un diametre moyen de 825 nm, et une 
proportion de 26 % de microcapsules de taille superieure au mm. 

10 

Exemple 22 de Tinvention : Microcapsules de proteines de pois reticulees de 

grande taille obtenues avec addition d'oxyde de titane a la phase hydrophobe 

Le protocole decrit a Texemple 10 est reproduit, en supprimant le 

trioleate de sorbitane, en diminuant la vitesse d'agitation a 1000 rpni, et en 
1 5 incorporant de l'oxyde de titane a la phase hydrophobe a la concentration de 0,1%. 

On obtient des microcapsules blanches. L'analyse de taille donne une marge de 

taille de 124 a 1 147 jim, un diametre moyen de 565 nm, et une proportion de 6 % 

de microcapsules de taille superieure au mm. 

Un essai comparatif effectue dans des conditions identiques mais en 
20 omettant Taddition de 1'oxyde de titane donne des microcapsules de diametre tres 

nettement inferieur, avec une marge de taille de 124 a 868 fim, un diametre moyen 

de 345 ^m, et aucune capsule de diametre superieur au mm. 

Exemple 23 de 1'invention : Microcapsules de proteines de lupin reticulees a 
25 contenu huileux. 

- Preparation de la phase aqueuse : 

On disperse 2 g de farine de lupin dans 40 ml de tampon succinate 
pH 6, porte a la temperature de 35°C. On agite sous agitation magnetique pendant 
15 min, puis on centrifuge et on separe le surnageant. 

30 

- Preparation de la phase huileuse : 

On ajoute a 6 ml d'huile de paraffme fluide, 0,3 ml de chlorure de sebacoyle. 



35 
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- Emulsification-reticulation: 

On disperse la phase huileuse dans 30 ml de la phase aqueuse par agitation a 
5000 rpm, et on laisse se developper la reaction de reticulation pendant 60 min. 
Les microcapsules sont ensuite lavees plusieurs fois a l'eau distillee. 
5 On obtient un surnageant forme de microcapsules bien formees, 

spheriques, de taille 10-150 nm. Toute l'huile est encapsulee. Les microcapsules 
sont intactes apres 3 mois de conservation a Tetuve a 45°C a l'etat de suspension 
aqueuse. 

1 0 Exemple 24 de Tinvention : Microcapsules de proteines de feverole reticulees a 
contenu huileux 

Le protocole decrit a l'exemple 23 est applique, en rempla?ant la farine 
de lupin par la preparation de proteines de feverole : Concentrat 50®, et en 
utilisant le tampon acetate de pH 7,4 au lieu du tampon succinate de pH 6. On 
15 obtient un surnageant forme de microcapsules bien formees, de taille 30-150 urn. 
Toute Thuile est encapsulee. 

Les microcapsules sont intactes apres 2 mois de conservation a Tetuve 
a 45°C a l'etat de suspension aqueuse. 

20 Exemple 25 de l'invention : Microcapsules preparees a partir de lait de soja 
a) Preparation de la phase aqueuse : 

On dissout 1 g d'acetate de sodium trihydrate dans 1 ml d ! eau distillee 
et on melange cette solution avec 10 ml de lait de soja Bjorg® (Distriborg). 

25 b) Emulsification 

On disperse 6 ml de phase aqueuse dans 30 ml de cyclohexane a 2% 
de sorbitan trioleate, par agitation de 5 min a 2000 rpm. 

c) Reticulation 

30 On ajoute 40 ml d'une solution de chlorure de terephtaloyle a 5% (p/v) 

dans un melange de chloroforme : cyclohexane (1:4 v/v). Apres agitation de 
30 min, les microcapsules sont separees par centrifugation puis lavees comme 
decrit a Texemple 1 . 

On obtient apres centrifugation un important sediment blanc creme. 

35 Uexamen microscopique montre de belles microcapsules spheriques, a contenu 
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finement piquete, a membrane nette, de taille : 10-70 |im. Incubees a 1'etuve a 
45°C, les microcapsules sont intactes apres un an de conservation a l'etat de 
suspension aqueuse, apres 8 mois et demi a Tetat de suspension dans un gel de 
carbopol ou de xanthane, ou dans des huiles de silicone ou d'arachide gelifiees, ou 
5 dans une microemulsion lipidique gelifiee. 

Des etudes toxicologiques ont ete realisees et font I'objet de 
l'exemple 43. 

Exemple 26 de l'invention : Preparation de microcapsules a partir de lait de soja 
10 Le protocole decrit a l'exemple 25 est applique en rempla?ant le lait de 

soja BJORG par du lait de soja CEREAL®. On obtient des microcapsules 
spheriques de taille 10-60 ^m, intactes apres 5 mois et demi de sejour a 1'etuve a 
45°C, a l'etat de suspension aqueuse. 

1 5 Exemple 27 de l'invention : Preparation de microcapsules a partir de lait de soja 

Le protocole decrit a l'exemple 25 est applique en rempla9ant le lait de 
soja BJORG par du lait de soja GAYLORD HAUSER®. On obtient des 
microcapsules spheriques de taille 10-70 ^m, intactes apres 5 mois et demi de 
sejour a 1'etuve a 45°C, a l'etat de suspension aqueuse. 

20 

Exemple 28 de l'invention : Preparation de microcapsules a partir de lait de soja 

Le protocole decrit a l'exemple 25 est reproduit en rempla?ant l'acetate 

de sodium par du citrate de sodium dihydrate ajoute a raison de 0,65g pour 1 ml 

d'eau, en dispersant dans la phase aqueuse prealablement portee a la temperature 
25 de 35°C, 0,1% d'oxyde de titane, en rempla9ant le cyclohexane par du cocoate 

d'ethyl 2 hexyle, en supprimant Taddition de sorbitan trioleate, et en abaissant la 

vitesse d'agitation a 600 rpm. 

On obtient un volumineux sediment blanc forme de belles 

microcapsules a membrane solide et elastique, de taille 100 a 900 ^m. 

30 

Exemple 29 de Tinvention : Microcapsules preparees a partir de lait de soja et 
contenant une emulsion d'huile 
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a) Preparation de la phase aqueuse : 

On dissout 2 g d'acetate de sodium trihydrate dans 2ml d'eau distiliee 
et on melange cette solution avec 20 ml de lait de soja Bjorg®. 

5 b) Premiere emulsification : Huile/Eau 

On disperse 5 ml d'huile de paraffine fluide dans 15 ml de la phase 
aqueuse precedente par agitation de 5 min a 5000 rpm. 

c) Deuxieme emulsification : Eau/Huile 

1 0 On preleve 6 ml de l'emulsion precedente et on les disperse dans 30 ml 

de cocoate d'ethyl 2 hexyle a 1 % de sorbitan trioleate par agitation de 5 min a 
1200 rpm. 

d) Reticulation 

15 On ajoute 40 ml d'une solution de chlorure de terephtaloyle a 5% (p/v) 

dans le cocoate. Apres agitation de 30 min, les microcapsules sont separees par 
centrifugation puis lavees comme decrit a Texemple 1 . 

On obtient des microcapsules de taille 10-100 |iim renfermant des 
gouttelettes refringentes d'huile de paraffine. 

20 

Exemple 30 de Tinvention : Preparation de microcapsules a contenu huiieux a 
partir de lait de soja 

a) Preparation de la phase aqueuse : 

25 On dissout 5 g d'acetate de sodium trihydrate dans 5 ml d ! eau distiliee 

et on melange cette solution avec 50 ml de lait de soja Bjorg®. 

b) Preparation de la phase huileuse : 

On ajoute a 12 ml d'huile de paraffine fluide, 0,6 ml de chlorure de 

30 sebacoyle. 

c) Emulsification-reticulation : 

On disperse la phase huileuse dans la phase aqueuse par agitation a 
5000 rpm, et on laisse se developper la reaction de reticulation pendant 60 min. 
35 Les microcapsules sont ensuite lavees plusieurs fois a Teau distiliee. 
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On obtient un surnageant de couleur creme forme de microcapsules 
bien formees, spheriques, de taille 100-200 |im. Toute l'huile est encapsulee. 

Incubees a Tetuve a 45°C, les microcapsules sont intactes apres 8 mois 
de conservation a l'etat de suspension aqueuse, apres 2 mois et demi a l'etat de 
5 suspension dans des huiles de silicone ou d'arachide gelifiees. 

Exemple 31 de Tinvention : Preparation de nanocapsules a paroi en proteines 
vegetales 

a) Fabrication de la solution de proteines vegetales necessaire a la fabrication des 
10 nanocapsules 

200 g de farine de lupin sont disperses dans 4 1 de tampon succinate 
pH 6 porte a temperature de 35°C. Apres agitation magnetique pendant 15 min, la 
solution est centrifiigee et le surnageant recupere. II est utilise pour les etapes 
ulterieures. 

15 

b) Preparation de la phase huileuse 

30 ml de chlorure de sebacoyle sont ajoutes a 100 ml d'huile de 
paraffine fluide. Le melange est effectue a temperature ambiante et la solution 
homogene est utilisee pour les etapes ulterieures. 

20 

c) Emulsification/reticulation 

Les solutions preparees en a) et b) sont additionnees en continu et 
envoyees dans un homogeneisateur haute pression a une pression 
d'homogeneisation comprise entre 300 et 1 200 bars, par exemple 800 bars. Les 
25 nanocapsules obtenues sont de tailles inferieures a 1 micron, sont 
remarquablement stables et sont utilisables dans un grand nombre de formulations 
cosmetiques, y compris les formulations cosmetiques hydratees, sans probleme de 
degradation au cours du temps. Elles sont visualisees comme etant intactes apres 
un mois de conservation a l'etuve a 45°C. 

30 

Exemple 32 de l'invention : 

Les 100 ml d'huile de paraffine fluide utilises dans l'exemple 31-b) 
peuvent etre remplaces avantageusement par une quantite comprise entre 1 00 et 
500 ml d'huile de paraffine fluide. 

35 
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Exemple 33 de Tinvention : 

Les 100 ml d'huile de paraffine fluide utilises dans Texemple 3 1 -b) 
peuvent etre remplaces avantageusement par : 100 ml de myristate d'ethyle ou 
100 ml de myristate d'isopropyle, ou 100 ml d'oleate d'ethyle, ou 100 ml d'acetate 
5 de vitamine E, ou 100 ml de palmitate de vitamine A ou 100 ml de benzoate de 
benzyle. Tout autre actif huileux ou huile vegetale ou combinaison de ces 
dernieres peuvent egalement etre encapsules de cette meme fa?on. 

Exemple 34 de Tinvention : 
10 II est possible de remplacer la phase a) de Texemple 31 par la 

preparation suivante : 200 g de concentrat de proteines de feverole, disperses dans 
4 1 de tampon acetate pH 7,4. Apres melange et chauffage leger pendant 15 min a 
35°C, la solution est centrifugee et le surnageant est utilise pour la suite du 
proc6de. 

15 

Exemple 35 de Tinvention : 

Preparation de nanospheres a paroi en proteines vegetales 

a) Fabrication du melange necessaire a la fabrication des nanospheres 

75 g de farine de lupin (farine ultra-fine de lupin blanc doux, (CANA) 
20 a 45 % de proteines) sont disperses dans 1,5 1 de tampon acetate pH 7,4. Apres 
agitation a temperature ambiante pendant 10 min, la solution est centrifugee et le 
surnageant est utilise pour la suite du procede. 

b) Preparation de Tagent reticulant 

25 400 g de chlorure de terephtaloyle sont broyes dans un mortier et sont 

rajoutes a un litre de vaseline visqueuse CODEX. L'ensemble est agite par 
agitation mecanique. 

c) Emulsification 

30 61 dliuile de vaseline visqueuse CODEX (indice de viscosite : 

250 centipoises) sont introduits dans une cuve sous agitation et 320 ml d'un 
tensioactif, (par exemple : le glycerol sorbitan hydroxyisostearate ARJLACEL 780, 
ICI) sont rajoutes a Tensemble. L f ensemble est agite pendant quelques minutes. 
1 kg de la solution telle que preparee en a) est alors introduit sous agitation, 
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Temulsification etant realisee en quelques minutes a 20 000 rpm a l'aide d'un 
Ultra-Turax. 

d) Reticulation 

5 La solution contenant l'agent reticulant preparee a Tetape b) est alors 

introduite dans l'emulsion, les particules solides presentes dans celle-ci sont alors 
rajoutees egalement et se dissoudront au cours du temps. Apres 5 min d'agitation a 
20 000 rpm a 1'aide de lTJltra-Turax, la solution est mise sous agitation mecanique 
a vitesse de rotation reduite pendant 18 h au moins a temperature ambiante. Les 
10 nanospheres sont separees par centrifugation en discontinu et le surnageant est 
elimine (4 000 rpm pendant 15 min). 

e) Lavage 

Les nanospheres sont lavees par des lavages successifs realises a Taide 
1 5 d'une phase organique miscible avec Thuile de vaseline. Citons pour l'exemple le 
DRAGOXAT® (DRAGOCO), le myristate d'isopropyl (STEARINERIE DUBOIS) 
et des triglycerides a chaine moyenne (STEARINERIE DUBOIS). Au cours de 
chaque lavage, 100 ml de nanocapsules sont rajoutes a 500 ml de phase organique. 
L'ensemble est agite pendant quelques minutes puis centrifuge (4 000 rpm pendant 
20 1 5 mn). Les nanospheres obtenues peuvent etre mises en suspension, par exemple 
dans des gels de proteine ou de polysaccharides, dans une phase huileuse, ou dans 
un gel de polymeres carboxyvinyliques (carbomer). 

Exemple 36 de Tinvention : 

25 Preparation de nanospheres contenant un principe actif hydrosoluble ou insoluble 

On procede comme decrit a l'exemple 35, si ce n'est qu'a la solution 
fabriquee en a), on peut rajouter de nombreux principes actifs, par exemple : du 
glucose, un acide amine tels que la glutamine, la serine, la glycine, la cysteine, les 
principes actifs tels que la cafeine, la theophylline, les extraits de plante comme 

30 les extraits de gingko biloba, de centella asiatica, de marron d ! inde. 

Exemple 37 de Tinvention : 

On procede comme decrit a Texemple 36. Cependant la preparation de 
la phase telle que decrite en a) est modifiee de la fa<?on suivante : 
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3 7- A) Remplacement du tampon acetate pH 7,4 par un tampon acetate 

pH 6,8. 

37-B) Remplacement du tampon acetate pH 7,4 par un tampon acetate 

pH 5,9. 

5 3 7-C) Remplacement du tampon acetate pH 7,4 par un tampon 

succinate pH 6. 

37-D) Remplacement du tampon acetate pH 7,4 par un tampon citrate 

pH6. 

37-E) Remplacement de la farine de lupin par un isolat de proteines de 

1 0 pois. 

3 7-F) Remplacement de la farine de lupin par un concentrat de 
proteines de feverole (a 50% de proteines : Concentrat 50® de GEMEF 
INDUSTRIE). 

1 5 Exemple 38 de invention : 

Emulsion eau-dans-huile a usage cosmetique ou pharmaceutique 

Utilisation des microparticules ou nanoparticules dans des formulations de type 

emulsion eau-dans-huile 

20 Formulation 38-A 



A I Eau qsp 100 

I Butylene Glycol 2 

I Glycerine 3 

25 | Sodium Dihydroxycetyl Phosphate, 2 
I Isopropyl Hydroxycetyl Ether 

B | Glycol Stearate SE 14 

I Triisononanoin 5 

30 | OctylCocoate 6 

C | Butylene Glycol, 2 
I Methylparaben, 
I Ethylparaben, 



35 | Propylparaben. 
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5 Formulation 38-B 
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D Produits de Tinvention 



0,01 - 10%. 



10 



15 



20 



B 



25 



Eau 

Butylene Glycol 

Glycerine 

Polyacrylamide, 

Isoparaffin. 

Laureth-7 

Butylene Glycol 
Methylparaben. 
Ethylparaben. 
Propylparaben 

Phenoxyethanol, 
Methylparaben, 
Propylparaben, 
Butylparaben. 
Ethylparaben 

Butylene Glycol 



qsp 100 

2 

3 

2,8 



0,5 



0,5 



C I Produits de l'invention 



0,01 - 10% 



30 



Formulation 38-C 



Carbomer 
Propylene Glycol 
Glycerol 
Eau 



0,50 
3,00 
5,00 
qsp 100 



35 
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B | Octyl Cocoate 5,00 
Bisabolol 0,30 
Dimethicone 0,30 



5 C | Sodium Hydroxide 1 ,60 



D | Phenoxyethanol 0,50 
I Methylparaben, 
I Ethylparaben, 
1 0 | Propylparaben, 
I Butylparaben 



Parfum 0,3 

E | Produit de 1'invention 0,01-10 %. 

15 

Exemple 39 de Tinvention : 

Emulsion huile-dans-eau a usage cosmetique ou pharmaceutique 

Utilisation des microparticules et des nanoparticules dans une formulation de type 

huile-dans-eau 

20 

PEG 30-dipolyhydroxystearate 3 

Capric Triglycerides 3 

Cetearyl Octanoate 4 

Dibutyl Adipate 3 

25 | Grape Seed Oil 1,5 

Jojoba Oil 1,5 

Phenoxyethanol, 0,5 
Methylparaben, 
Ethylparaben, 
30 | Propylparaben, 
I Butylparaben 

B | Glycerine 3 

I Butylene Glycol 3 

35 | Magnesium Sulfate 0,5 
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EDTA 0,05 
Eau qsp 100 



C I Cyclomethicone 1 
5 | Dimethicone 1 



D iParfum 0,3 

E | Produit de l'invention 0,01-10 % 

10 

Exemple 40 de l'invention : 
Composition cosmetique 

Utilisation des microparticules et des nanoparticules dans une formulation de type 
shampooing ou gel douche 

15 

A | Xanthan Gum 0,8 

I Eau qsp 100 

B | Phenoxyethanol 0,5 
20 | Methylparaben, 

Ethylparaben, 
Propylparaben, 
Butylparaben 



25 | Butylene Glycol 0,5 

Methylparaben, 
Ethylparaben, 
Propylparaben 

30 C | Citric acid 0,8 



D | Sodium Laureth Sulfate 40,0 



E | Produit de invention 0,01-10 % 



35 
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10 



15 



20 



Exemple 41 de 1'invention : 
Composition cosmetique 

Utilisation des microparticules et des nanoparticules dans une formulation de type 
rouge a levres et autres produits anhydres 



B 



25 



Mineral Wax 
Isostearyl Isostearate 
Propylene Glycol Dipelargonate 
Propylene Glycol Isostearate 
PEG 8 Beeswax 
Hydrogenated Palm Kernel Oil 

Glycerides, Hydrogenated Palm 

Glyceride 
Lanoiine Oil 
Sesame Oil 
Tribehenin 
Cetyl Lactate 

Mineral Oil, Lanolin Alcohol 

Castor Oil 

Titanium Dioxide 
CI 15850:1 
CI 45410:1 
CI 19140:1 
CI 77491 



17,0 

31,5 

2,6 

1,7 

3,0 

3,4 



3,4 
1,7 
1,7 
1,7 
3,0 



3,9 

0,616 

0,256 

0,048 

2,048 



qsp 100 



C 1 Produit de 1'invention 



0,01-5 



Exemple 42 de 1'invention : 
30 Composition cosmetique 

Utilisation des microparticules et des nanoparticules dans une formulation de gels 
aqueux (contours de I'oeil, amincissants, etc.) 



Eau 

35 



qsp 100 
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Carbomer 0,5 

Butylene Glycol 15 

5 Phenoxyethanol, 0,5 
Methylparaben, 
Ethylparaben, 
Propylparaben, 
Butylparaben 

10 Produit de Tinvention 0,01-10 
Exemple 43 de Tinvention : 

Etudes toxicologiques realisees sur les produits de l'exemple 25 de Tinvention 

15 a) Toxicite orale 

Les tests ont ete effectues en suivant le protocole en accord avec la 
ligne directrice de TOCDE concernant Tetude de la toxicite orale aigue (n°401 du 
24fevrier 1987) a des doses maximales de 5 g/kg de poids corporel et n'ont 
provoque aucune lesion macroscopique pouvant etre rapportee a un effet toxique 

20 du produit. 

Les produits de Tinvention (microcapsules de soja) tels qu'obtenus a 
Texemple 25 sont utilises oralement en dose inferieure a 5 g/kg et presentent done 
une toxicite nulle. 

25 b) Irritation oculaire 

Les tests ont ete effectues selon la methode officielle definie par 

Tarrete du 3 mai 1 990 (Journal Officiel de la Republique Fran9aise du 

14 novembre 1990) avec le produit de Tinvention (microcapsules de soja) et n'ont 

provoque aucune lesion de Tiris ou de la comee. 
30 Les produits de Tinvention (microcapsules de soja) instilles purs sont 

apparus non irritants et la tolerance oculaire peut etre consideree comme tres 

bonne. 



35 
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c) Irritation cutanee 

Les tests ont ete effectues selon la methode officielle definie par 
l'arrete du l cr fevrier 1982 (Journal Officiel de la Republique Fran?aise du 
21 fevrier 1982) avec le produit de l'invention (microcapsules de soja) et n f ont 
5 provoque aucun phenomene irritatif. 

Les produits de Tinvention (microcapsules de soja) instilles purs sont 
apparus non irritants et la tolerance cutanee peut etre consideree comme 
excellente. 

10 d) Recherche du pouvoir sensibilisant 

Des tests de maximisation ont ete realises selon un protocole adapte de 
la methode decrite par MAGNUSSON et KLIGMAN (J. INVEST. DERM. 1969, 
52, 268-276). 

Les produits de l'invention (microcapsules de soja) n'ont provoque 
1 5 aucune reaction macroscopique significative d'une reaction de sensibilisation. lis 
peuvent done etre consideres comme hypoallergeniques (classe I). 
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REVINDICATIONS 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



1 . Particules, caracterisees en ce qu ! elles comprennent au moins en 
surface, une paroi formee de proteines vegetales reticulees, en particulier au 
moyen d'une reticulation interfaciale entre les proteines vegetales et un agent 
reticulant polyfonctionnel acylant, comprenant au moins deux groupes acylants, 
realisant des liaisons covalentes entre les fonctions acylables des proteines et les 
groupements acyles de 1'agent reticulant polyfonctionnel acylant. 

2. Particules selon la revendication 1, caracterisees en ce que les 
proteines vegetales precitees sont extraites notamment de legumineuses, en 
particulier des plantes suivantes : lupin (genre Lupinus), soja (genre Glycine), pois 
(genre Pisum), pois chiche (Cicer), de la luzerne (Medicago), feverole (Vicia), 
lentille (Lens), haricot (Phaseolus), du colza (Brassica), ou du tournesol 
(Helianthus), ou encore de cereales comme le ble, le mais, l'orge, ie malt, l'avoine. 

3. Particules selon la revendication 1 ou 2, caracterisees en ce que les 
proteines vegetales precitees sont utilisees sous forme de preparations 
pulverulentes telles que des farines, des concentrats, des isolats, ou de 
preparations liquides telles que des laits de soja. 

4. Particules selon la revendication 3, caracterisees en ce que les 
proteines vegetales sont dissoutes, a une concentration en poids comprise entre 0,5 
et 5 % dans une solution aqueuse de pH compris entre environ 4,5 et environ 8. 

5. Particules selon la revendication 4 caracterisees en ce que la 
solution aqueuse de proteine vegetale de pH compris entre environ 4,5 et environ 
8 renferme au moins un sel d'acide carboxylique a une concentration en poids 
comprise entre 0,1 et 20 %. 

6. Particules selon la revendication 5 caracterisee en ce que le sel 
d ! acide carboxylique est un sel alcalin ou alcalino-terreux d'un acide carboxylique 
choisi parmi le groupe consistant de l'acide acetique, oxalique, malonique, 
succinique, glutarique, dimethylglutarique, adipique, fumarique, maleique, 
tartrique, malique, citrique, lactique, et Pacide salicylique. 

7. Particules selon Tune des revendications precedentes, caracterisees 
en ce qu ! elles contiennent une substance insoluble lipophile, en particulier choisie 
parmi le groupe consistant des sels insolubles d'acides gras et de metaux bivalents 
comme le stearate de calcium ou de magnesium, des oxydes metalliques tels que 
l'oxyde de titane, Toxyde de zinc, ou du talc, ou des substances colorees insolubles 



WO 99/03450 



PCT/FR98/01502 



36 



sous forme de pigments ou sous la forme de laques de calcium, d'aluminium, de 
baryum ou de zirconium de divers colorants. 

8. Particules selon la revendication 7, caracterisees en ce que les sels 
insolubles decides gras precites sont choisis parmi le groupe consistant des sels de 

5 calcium, magnesium, strontium, baryum, decides carboxyliques a nombre de 
carbones egal ou superieur a 12, tels que les acides laurique, myristique, 
palmitique, stearique, oleique, linoleique, et les laques precitees sont choisies 
parmi le groupe consistant de l'indigocarmine aluminium lake (de couleur bleue), 
ie Ponceau 4 R aluminium lake (rouge), le Sunset yellow FCF aluminium lake 
1 0 (orange). 

9. Particules selon Tune des revendications precedentes, caracterisees 
en ce que 1'agent reticulant polyfonctionnel acylant precite est constitue par un 
dihalogenure d'acide ou un dianhydride d'acide. 

10. Particules selon la revendication 9, caracterisees en ce que le 
15 dihalogenure d'acide est choisi parmi le dihalogenure de phtaloyle, de 

terephtaloyle, de sebacoyle, de glutaryle, d'adipoyle ou de succinyle. 

1 1. Particules selon Tune des revendications precedentes, caracterisees 
en ce qu'elles contiennent un principe actif cosmetique, pharmaceutique ou 
alimentaire tel que huile vegetale, minerale ou synthetique, des derives de 

20 vitamine A et de vitamine E, des principes actifs hydrophiles tels que des extraits 
vegetaux, I'acide ascorbique ou vitamine C, PMG, glucose, des pigments 
organiques et des pigments mineraux. 

12. Particules selon Tune des revendications precedentes, caracterisees 
en ce qu'elles ont une taille comprise entre environ 10 nanometres et environ 3 

25 millimetres. 

13. Utilisation des particules selon Tune quelconque des 
revendications precedentes pour la fabrication d f une composition cosmetique, 
pharmaceutique et notamment dermatologique, ou alimentaire. 

14. Composition cosmetique, pharmaceutique, notamment dermatolo- 
30 gique ou alimentaire, contenant des particules selon Tune quelconque des 

revendications 1 a 12. 

15. Precede de fabrication de particules de proteines vegetales 
reticulees, caracterise en ce qu f il comprend : 
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a) la formation cTune solution aqueuse de pH compris entre environ 
4,5 et environ 8 contenant en solution au moins une proteine vegetale et au moins 
un sel d'acide carboxylique ; 

b) la formation d'une phase huileuse ; 

5 c) la formation d'une emulsion par melange sous agitation de la phase 

aqueuse et de la phase huileuse ci-dessus ; 

d) la reticulation interfaciale de ladite proteine vegetale a 1'aide d'un 
agent reticulant polyfonctionnel acylant a au moins deux groupes acylants pendant 
une periode de temps suffisante pour obtenir des particules comprenant au moins 

10 en surface des parois formees de proteines vegetales reticulees par ledit agent 
reticulant ; et 

e) si desire, la separation des particules ainsi preparees. 

16. Procede selon la revendication 15, caracterise en ce que la 
concentration en poids de la proteine vegetale dans la phase aqueuse est comprise 

1 5 entre environ 0,5 et environ 5 %. 

17. Procede selon la revendication 15 ou 16, caracterise en ce que la 
solution aqueuse precitee a pH compris entre environ 4,5 et environ 8 renferme 
une quantite d'un sel d'acide carboxylique comprise generalement entre environ 
0,1 et20%en poids. 

20 18. Procede selon Tune des revendications 15 a 17, caracterise en ce 

que l'agent reticulant polyfonctionnel precite est choisi parmi un dihalogenure 
d'acide ou un dianhydride d'acide. 

19. Procede selon 1'une des revendications 15 a 18, caracterise en ce 
que le rapport du poids de l'agent reticulant polyfonctionnel precite au poids de 

25 proteine vegetale utilisee est compris generalement entre 0,03 et 70 parties en 
poids d'agent reticulant pour une partie en poids de proteines. 

20. Procede selon Tune des revendications 15 a 19, caracterise en ce 
qu'on utilise pour former la phase huileuse soit un solvant organique qui peut etre 
facilement elimine tel que le cyclohexane ou un melange 

30 chloroforme/cyclohexane en particulier a un rapport 1 :4 v/v, soit de preference 
une huile biocompatible, en particulier une huile vegetale biocompatible, telle 
qu'une huile de coco, ou le cocoate d'ethyle-2-hexyle, ou une huile de paraffine. 

21. Procede selon l'une des revendications 1 5 a 20, caracterise en ce 
qu'on realise un procede en emulsion de type eau-dans-huile. 
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22. Precede selon Tune des revendications 15 a 20, caracterise en ce 
qu'on realise un procede en emulsion de type huile-dans-eau. 

23. Procede selon Tune des revendications 15 a 22, caracterise en ce 
qu f on utilise un agent tensioactif pour faciliter ou stabiliser 1'emulsion, de 

5 preference un tensioactif de type sorbitan, tel que le sorbitan trioleate. 

24. Procede selon Tune des revendications 15 a 23, caracterise en ce 
que, pour augmenter la taille des particules, on ajoute dans la phase aqueuse ou la 
phase hydrophobe ou a Tune et l'autre phase, une substance insoluble lipophile 
choisie de preference parmi le groupe des sels insolubles d'acides gras et de 

10 metaux bivalents, du talc, des oxydes metalliques, ou des substances colorees 
insolubles sous forme de pigment ou sous la forme de laque. 

25. Procede selon la revendication 24, caracterise en ce que les sels 
insolubles d'acides gras et de metaux bivalents precites sont choisis parmi le 
groupe consistant des sels de calcium, magnesium, strontium, baryum, d'acides 

15 carboxyliques a nombre de carbones egal ou superieur a 12, tels que les acides 
laurique, myristique, palmitique, stearique, oleique, linoleique, les oxydes 
metalliques precites sont choisis parmi le groupe consistant de l'oxyde de titane, 
l'oxyde de zinc, les substances colorees insolubles sont choisies parmi le groupe 
des pigments organiques tels que le DC Red 30 ou des laques choisies parmi des 

20 laques de calcium, d'aluminium, de baryum ou de zirconium de colorants, telles 
que Tindigocarmine aluminium lake de couleur bleue, le Ponceau 4R aluminium 
lake, rouge, ou le Sunset yellow FCF aluminium lake, orange. 

26. Procede selon la revendication 24 ou 25, caracterise en ce que la 
substance insoluble lipophile precitee est incorporee en une quantite comprise 

25 entre 0,01 % et 2 % en poids de la phase concernee. 

27. Procede selon Tune des revendications 15 a 26, caracterise en ce 
que la reaction de reticulation interfaciale est realisee a une temperature comprise 
entre 4 et 80°C, de preference entre 15 et 30°C, et a pression atmospherique. 

28. Procede selon Tune des revendications 15 a 27 caracterisee en ce 
30 que le sel d'acide carboxylique est un sel alcalin ou alcalino-terreux d'un acide 

carboxylique choisi parmi le groupe consistant de Tacide acetique, oxalique, 
malonique, succinique, glutarique, dimethylglutarique, adipique, fumarique, 
maleique, tartrique, malique, citrique, lactique, et Tacide salicylique. 
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